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BAT brown adipose tissue 褐色脂肪細胞 
bHLH basic helix-loop-helix 塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス 
BP bipolar 双極性 
CP  cortical plate 皮質板 
CR Cajal-Retzius カハールレチウス 
GABA γ-aminobutyric acid γ-アミノ酪酸 
IZ intermediate zone 中間帯 
MGE medial ganglionic eminence 内側基底核原基 
MP multipolar 多極性 
MZ marginal zone 辺縁帯 
NPC neural progenitor cell 神経前駆細胞 
PP preplate プレプレート 
SP subplate サブプレート 
SVZ subventricular zone 脳室下帯 
VZ ventricular zone 脳室帯 





































1-1-2. 大脳皮質の構造とニューロン  




質背側脳室帯（脳室面）の神経前駆細胞 (Neural Progenitor Cell) から分化し （図 1-1B）、
それが脳表面にむかって放射状に移動して、似たような形態・投射先をもつ神経細胞が
集まって、秩序だった 6 層の構造を形成している （図 1-1C） 。6 層はそれぞれ、（Ⅰ）
分子層、（Ⅱ）外顆粒層、（Ⅲ）外錐体細胞層、（Ⅳ）内顆粒層、（Ⅴ）神経細胞層（内錐
体細胞層）、（Ⅵ）多型細胞層と呼ばれている。一般的に、大脳皮質の投射ニューロンは
局在する層特異的な軸索投射パターンを有している。第 Ⅱ 層、第 Ⅲ 層のニューロンは
主に、同側もしくは脳梁を介して対側皮質への投射を行う。第 Ⅴ 層、第 Ⅵ 層ならびに
サブプレートニューロンは脊髄、橋、中脳、視床などへの皮質外投射を行う。第 Ⅰ 層、
第 Ⅳ 層ニューロンは主に同側の第 Ⅱ、第 Ⅲ 層への近距離の投射を行うことが知られて



















	 発生過程の大脳皮質では、脳室帯（ventricular zone: VZ）と呼ばれる神経前駆細胞層
が脳室に隣接して形成される。発生が進行すると、脳室帯の上層に脳室下帯
（subventricular zone: SVZ）と呼ばれるもう一つの神経前駆細胞層が形成される。
E10.5 頃、最初に生み出される post-mitotic なニューロン（すなわち、細胞周期を離れ
た分化に向かう細胞）が脳室帯より誕生し、プレプレート（preplate: PP）と呼ばれる
層構造を形成する。プレプレートは後に基底膜側の辺縁帯（marginal zone: MZ）と、脳
室側のサブプレート（subplate: SP）に分かれる。発生過程で postmitotic ニューロンに




早生まれの細胞はより深層 (脳室側) に、遅生まれの細胞はより表層 (基底膜側) に配置
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されるという、いわゆる「インサイドアウト」パターンをとる (Angevine and Sidman, 
1961) (図 1-2A) 。つまり、大脳皮質ニューロンは、概ね第 Ⅵ 層→第 Ⅴ 層→第 Ⅳ 層→








いことが、フェレットを用いた移植実験により明らかにされ（Frantz and McConnell, 
































	 近年の研究で、6 層構造を構成する（図 2-2C）投射ニューロンのサブタイプを制御す
る因子として、いくつかの転写因子の存在とそれらの機能が明らかになってきた。Tbr1
は post-mitotic ニューロンで発現する転写因子で、第 Ⅵ 層ニューロンとサブプレートに
発現する。Tbr1 のノックアウトマウスでは、Bcl6 や Cdh9 といった遺伝子の発現減少
と共に第 Ⅵ 層ニューロンが顕著に失われ、第 Ⅴ 層ニューロンの特性を示す分子マーカ
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ーである Bhlhb5 や Fezf2 の発現が増加する（Bedogni et al., 2010）。 Ctip2 は第 Ⅴ層
の皮質外投射ニューロンで強く発現し、ノックアウトマウスの解析より、脊髄への皮質
外投射の制御因子であること（Arlotta et al., 2005）が示されている。 
	 第 Ⅱ〜Ⅳ 層ニューロンの分化制御因子として、POU ドメイン転写因子 Brn-1、Brn-2
がある。これらの遺伝子は大脳皮質発生中期に脳室帯と脳室下帯で発現しはじめ、これ
らの遺伝子の発現開始が Ctip2 陽性の深層ニューロンから Satb2 陽性の上層ニューロン
への運命変化のスイッチとなる（Dominguez et al., 2013）。また Brn-1 と Brn-2 の二重
ノックアウトマウスでは、脳室帯と脳室下帯の増殖に異常がみられ、その結果、上層ニ
ューロンの数が顕著に減少することが報告されている（Sugitani et al., 2002）。他にも、
ホメオドメイン遺伝子の Cux1 と Cux2 は上層ニューロンを生み出す脳室下帯の神経前
駆細胞で発現しており、Cux2 は脳室下帯における神経前駆細胞の細胞周期の離脱を促進
する役割があること、上層ニューロンの神経前駆細胞の数の維持に寄与していることが
報告されている（Cubelos et al., 2008）。また、Cux1 および Cux2 が、上層ニューロン
の適切な突起形成を制御していることも報告されている（Cubelos et al., 2010）。さらに、
Satb2 は第 Ⅱ〜Ⅴ 層ニューロンで主に発現しており、クロマチンリモデリング因子との
相互作用を介して遺伝子発現制御を行う。Satb2はCtip2の転写を直接制御することで、
皮質内投射から皮質外投射への経路選択に機能することが報告されている(Alcamo et 





1-2. PR ドメインタンパク質ファミリーの生理機能 
	 本研究では、上述の大脳皮質の発生・分化を制御する新規の分子として、PR ドメイン
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タンパク質に注目した。PR ドメインは、既知の 2 つのタンパク質、B 細胞から形質細胞
への最終分化に必須な PRDI-BF1 (Positive regulatory domain I-binding factor1) と癌
抑制遺伝子 Rb のタンパク質に結合する RIZ1 (Retinoblastoma-interacting zinc-finger 
protein) との間に相同性の高い領域が存在することが明らかとなり、それぞれの遺伝子
名をとって名付けられたドメインである (Buyse et al., 1995) 。PR ドメインタンパク質
をコードする Prdm 遺伝子は、マウスでは Prdm1 から Prdm16 までが報告されている 
(図 1-3) (Hohenauer and Moore, 2012; Kinameri et al., 2008) 。  
 
1-2-1. PR ドメインタンパク質の分子構造と特徴 
	 PRドメインファミリータンパク質では共通してアミノ酸末端領域にPRドメインを持
ち、カルボキシ末端領域に DNA 結合ドメインとして知られる C2H2 型のジンクフィン
ガーモチーフを複数個持つ。PR ドメインはヒストンメチル化酵素ドメインである SET
ドメインと 20-30％の相同性をもつことがわかり、新規のヒストンメチル化酵素タンパ
ク質である可能性から注目を集め(Huang et al., 1998)、その後、数多くの機能が報告さ
れている（Hohenauer and Moore, 2012）。 
 














るメチル化に関して、ヒストン H3 の 4 番目のリジン残基のメチル化(H3K4、H3K9、
H3K27、H3K36、H3K79、H3K20)が知られているが、これらの修飾はほぼすべて SET
［Su(var)3-9, Enhancer-of-zesta, Trithorax］ドメインをもつタンパク質によって触媒
されており（Sims et al., 2003）、この SET ドメインタンパク質が、様々な生命現象にお
いて重要な役割を担うことが報告されている(Schneider et al., 2002; Schotta et al., 
2004)。 
 
1-2-3. PR ドメインタンパク質ファミリーの分子機能 
	 PR ドメインは SET ドメインと相同性を持つとされており、現在までに RIZ1(ヒト
Prdm2)タンパク質が、ヒストン H3K9 メチル化活性をもつこと (Kim et al., 2003) 、
Meisetz （Meiosis-induced factor containing PR/SET domain and zinc finger motif）
（マウス Prdm7/9） がヒストン H3K4 のトリメチル化活性をもつことが報告されてい
る (Hayashi et al., 2005) 。Prism（Prdm6）もヒストン H4K20 のメチル化活性を持つ
ことが報告されているが、この活性は PR ドメインを欠いても保持されることが明らか
になっている (Wu et al., 2008)。 
	 しかし一方で、SET ドメインタンパク質で高度に保存されている、酵素活性に必須の
NHSC モチーフが、PR ドメインタンパク質では保存されていないことから、PR ドメイ
ンが SET ドメインとは異なる基質特異性をもつ可能性やメチル化活性をもたない可能
性も示唆されている (Kouzarides, 2002) 。実際、上記以外の PR ドメインタンパク質は
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これまでのところ in vitro 解析でヒストンメチル化活性は検出されていない
（Hohenauer and Moore., 2012）。しかしながら、PR ドメインタンパク質が、他のヒス
トン修飾酵素との相互作用を介して遺伝子発現制御を行っているという報告も多く、例
えばヒストン H3K9 メチル化酵素 G9a や Suv39H を標的遺伝子座へリクルートし、転
写抑制因子として機能していることや、ヒストンアセチル化酵素 p300/CBP や P/CAF を
リクルートし、転写を活性化させるものも報告されている（Kouzarides, 2007；Yang and 
Shinkai, 2013）。ヒストン修飾酵素のリクルートは、ジンクフィンガーを介している場
合もあれば、Prdm1 や Prdm3 で報告されているように、プロリン-rich ドメインなど、
その他のドメインを介している場合もある（Huang et al., 1998; Bartholomew et al., 
1997）。 
	 PR ドメインタンパク質はまた、ジンクフィンガードメインを介して DNA に直接結合
することが知られている（Bard-Chapeau et al., 2012; Baudat et al., 2010; Chia et al., 
2010; Delwel et al., 1993; Duan et al., 2007; Funabiki et al., 1994; Kuo and Calame, 
2004; Ma et al., 2011; Seale et al., 2007）。また、クロマチン免疫沈降（Chromatin 
Immuno Precipitation: ChIP）後のシーケンスによるゲノム上の結合領域の網羅的解析
により、Prdm1, Prdm3 および Prdm14 がゲノム上の非常に多くのターゲット領域に結
合することがわかり (Bard-Chapeau et al., 2012; Chia et al., 2010; Doody et al., 2011; 
Ma et al., 2011; von Hofsten et al., 2008)、さらに同じ PR ドメインタンパク質が、様々
な異なる種類の細胞内において、多岐にわたるターゲット遺伝子を制御していることか
らも、PR ドメインタンパク質は状況に応じてそのターゲットを選択的に変えていること
が示されてきた（Hohenauer and Moore., 2012）。PR ドメインタンパク質はまた、幅広
いパートナーと複合体を形成することができ、そのパートナーの選択が状況に応じた遺
伝子発現制御に寄与していることも報告されている。例えば Prdm3 は自身が複合体とし
ての働きを強めたり弱めたりすることによって、癌原因子 Fos や転写因子 Ap1 の結合を
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と (Ohinata et al., 2005) 、網膜組織では、対立する前駆細胞からの分化経路を抑制す
ることで、光受容体としての特性の獲得と維持を安定化する役割を果たすこと 
(Brzezinski et al., 2010; Katoh et al., 2010)、また離乳期におけるミルク単独からの新
生仔期栄養代謝から、食餌からの成体期栄養代謝への腸細胞代謝の転換を制御している
ことが報告されている (Harper et al., 2011; Muncan et al., 2011)。さらに、
Meisetz(Prdm7/9)はヒストンメチル化修飾を介して減数分裂の進行を制御すること 
(Hayashi et al.,2005) 、Prdm14 は始原生殖細胞の分化過程に必須であること (Yamaji 
et al., 2008) 、Prdm16 が骨格筋芽細胞と褐色脂肪細胞（brown adipose tissue:BAT）
の運命決定のスイッチを制御していること (Kajimura et al., 2008; Kajimura et al., 
2009; Seale et al., 2008; Seale et al., 2011; Seale et al., 2007) 、PRISM (Prdm6) が平
滑筋細胞において増殖プログラムを維持することでその可塑性を制御していること 
(Davis et al., 2006; Wu et al, 2008) などが報告されている。 





1-2-5. PR ドメインタンパク質と発がんおよびその他の病気 
	 いくつかの PR ドメインタンパク質は、がんの関連因子としての働きが明らかになっ
ている。例えば、RIZ1(ヒト PRDM2)や PRDM5 が、様々なヒト癌組織で発現抑制され
ていること(Kim et al., 2003; Steele-Perkins et al., 2001; Shu et al., 2011)、Prdm14 の
発現が肺がんにおいて顕著に高くなっていること (Nishikawa et al., 2007)、また
MDS1-EVI1(ヒト PRDM3)や MEL1（ヒト PRDM16）遺伝子座における転座が骨髄性
白血病の原因の一つである可能性が報告されている（Huang, 2002）。 
	 がんの他にも、 Prdm1 が膠原病やリウマチといった自己免疫疾患の感受性を担って
いること（Gateva et al., 2009; Raychaudohuri et al., 2009）、PRDM3 が肺疾患の感受
性遺伝子であること（Soler Artigas et al., 2011）、PRDM5 の変異が、不安定角膜症の
原因になること（Burkitt Wright et al., 2011）、PRDM8 が進行性ミオクローヌスてん
かん(ラフォラ病)の発症に関連すること（Turnbull et al., 2012）、そして PRDM16 の変








（intermediate zone: IZ）に移動し、そこで一過的な多極性（multipolar: MP）形態を
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チとして重要な役割を果たしている。例えば、Pax6（Götz et al., 1998; Georgala et al., 
2011）や Sox2(Hutton and Pevny, 2011)は脳室帯で特異的に発現し神経幹細胞の特性の
獲得・維持に寄与しており、Tbr2 は脳室帯の上部と脳室下帯で発現し、より分化能力が
制限された中間型前駆細胞としての性質の獲得を誘導している(Sessa et al., 2008)。また、
NeuroD1 は脳室下帯上部と中間帯下部の多極性形態細胞で、Tbr1 はサブプレートと皮
質板でそれぞれ発現しており (Lee et al., 2000; Hevner et al.,2001; Englund et al., 
2005) 、これらの転写因子群の Pax6→Tbr2 →NeuroD1→Tbr1 といった時系列的な発
現変化がグルタミン酸作動性ニューロンの正確な発生の進行において重要なステップと














を制御することが報告されている（Miyoshi and Fishell, 2012）。またその他にも、多極
性形態期におこる Ephrin-EphA シグナルを介したニューロン移動が、大脳皮質内のニ
ューロンの適切な混ざりあいに必要であること(Torii et al., 2009)、さらに、転写抑制因
子として知られる RP58 は、Neurogenin-Rnd2 経路を抑制することで、双極性に変化す
る直前の最終段階の多極性形態細胞（本論文では、「最終多極性形態期(terminal-MP 
phase)」と表記）において適切な多極性から双極性形態変化の進行を調節していること
が報告されている(Ohtaka-Maruyama et al., 2013)。しかしながら、これらの多極性形
態期を制御する分子機序の詳細は、未だ未解明な点も多く残っている。 
 
1-4. PR ドメインタンパク質と神経発生  
1-4-1. PR ドメインタンパク質による中枢神経系における発現と機能 
	 近年、PR ドメインタンパク質の神経発生における機能が注目されている。たとえば、
Prdm 遺伝子ホモログ hamlet は、ショウジョウバエ神経細胞の分化制御に重要な役割を
果たすことが報告されている (Moore et al., 2002; Moore et al., 2004; Endo et al., 
2012) 。マウスにおいても、Prdm 遺伝子群 (Prdm8、Prdm12、Prdm16) がマウス中
枢神経系において特徴的な発現様式を示し、神経幹細胞の未分化性の維持や脳腫瘍形成
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に決定的な役割を果たす Notch シグナル（Mizutaniet al., 2007; kageyam et al., 2009）
の調節を介して中枢神経系における分化調節に関与することが明らかにされており 
(Kinameri et al., 2008) 、また Prdm12 が P19 細胞の神経分化過程で誘導され、細胞周
期の進行を阻害することや(Yang and Shinkai, 2013)、Prdm16 が成体マウスにおいて、
酸素ストレス制御下で神経幹細胞の維持を促進していること (Chuikov et al, 2010)が報
告されている。さらには、当研究室の先行研究において、Prdm8 が発生期神経組織(網膜・
脊髄・終脳)で特異的に発現し、生後は大脳皮質ニューロンや海馬組織に強く発現するこ
とが明らかになっている(Komai et al., 2009)。  
 
1-4-2. 中枢神経系における Prdm8 の役割 
	 以上の背景から、本研究では脳特異的な発現を示す、Prdm8 に注目した。Prdm8 遺
伝子はヒトでは第 4 染色体上に、マウスでは第 5 染色体上に位置している。 マウス
Prdm8 タンパク質はアミノ酸末端領域の PR ドメインに加え、3 つの C2H2 型ジンクフ
ィンガードメインを持っている。（図 1-5）ジンクフィンガーを 3 つしかもたないことや
その位置関係から Prdm8 タンパク質が単独でゲノム上の特異的な配列を認識し、結合で




る (Sun et al., 2008) 。また当研究室での先行研究によって、マウス Prdm8 が発生期の
中枢神経系で発現し、その発現様式は時間的・空間的に厳密に制御されていること、特
に大脳皮質では、発生期には移動ニューロンの存在する IZ および CP で強く発現し、生
後脳では第 Ⅳ層グルタミン酸作動性ニューロンに強く発現されていることが明らかにな
り (Komai et al., 2009) 、Prdm8 がニューロンの分化、成熟、サブタイプの決定に関与
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しているのではないかと推察されている。 
	 また、最近の研究で、発生期および生後の大脳皮質において、Prdm8 は DNA 配列特
的な bHLH（basic helix-loop-herix）型転写因子である Bhlhb5(Bhlhe22)と複合体を形
成し、ゲノム上の特定の領域に結合することで転写を抑制することが報告されている。
Prdm8 および Bhlhb5 の欠損マウスは類似した行動様式と、軸索伸張や神経回路形成の
異常を示すが、これは Cdh11 を含む Bhlhb5 の結合領域に Prdm8 がリクルートされ、
この転写抑制が関与するとされている（Ross et al., 2012）。 
 







































































図 1-2: 大脳皮質の発生とインサイドアウトパターン 
（A）発生期の大脳皮質で最初に生み出されるニューロンは、プレプレート（preplate: PP）
と称され、それが深層側のサブプレート（subplate: SP）と表層側の辺縁帯（marginal zone: 
MZ）に分かれる。やがてサブプレートと辺縁帯の間に皮質板（cortical plate: CP）が形成さ
れ、層構造が構築されていくが、このとき、早生まれのニューロンほど深層側に、遅生まれ

































図 1-3: PR ドメインタンパク質ファミリーの構造と系統樹 
PR ドメインファミリーは、マウスでは Prdm1 から Prdm16 まで存在する。タンパク質の N



























図 1-4: 発生期大脳皮質におけるニューロンの移動と形態変化 
発生期大脳皮質の多段階の分化過程と発現分子特性。脳室帯（ventricular zone: VZ）に存在
する神経前駆細胞から生み出され、細胞周期を離れたニューロンは、いったん放射状グリア





図 1-5: Prdm8 の構造と特性 





	 Neuro2a 細胞株およびP19 細胞株の培養には、Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 
(SIGMA) に 10%ウシ胎児血清、非必須アミノ酸（GIBCO）、ペニシリン・ストレプトマイシン
（PC-SM）（GIBCO）を加えた培地を使用した。神経の分化誘導には、レチノイン酸（Retinoic 





（京都）を通じて購入した ICR および C57BL/6 マウスを使用した。Prdm8-mVenus マウスは
BAC を利用したRed/ET Recombination 法によって当研究室で作製した。 
 
2-3. 免疫組織化学染色  
	 脳組織は、PBS (-) 中で解剖後、4%パラホルムアルデヒド/ PBS (-) で浸透固定した。固定は
マウス胚終脳では4˚C で1~4 時間、マウス生後脳では4˚C で一晩行った。固定した組織は、PBS 
(-) で2 回洗浄後、4˚C で一晩、30%シュークロース/ PBS (-) 置換を行った。その後、OTC コン
パウンドで包埋し、クライオスタットを用いて20µm の厚さの凍結切片を作製した。凍結切片は
PBS-0.1%Triton-X (PBST) で3 回洗浄後、10% donkey serum (SIGMA) / PBST で室温にて1
時間ブロッキングを行い、10% donkey serum / PBST で希釈した1 次抗体で、4˚C で一晩反応
させた。PBST で3 回洗浄した後、10% donkey serum / PBST で希釈した2 次抗体で、室温で1
時間反応させた。PBST で3 回洗浄後、pro Long Gold (Invitrogen) にマウントし、蛍光顕微鏡 
Olympus IX81 (Olympus) およびコンフォーカル顕微鏡Zeiss LSM 710 (Zeiss) にて観察を行
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った。 
	 使用した1 次抗体を以下に記す; mouse anti-Prdm8(N8506) (1:100; 当研究室で作製), rabbit 
anti-Tbr2 (1: 300; abcam), goat anti-NeuroD1 (1:100; Santa Cruz), goat anti-Unc5D (1:100; 
R&D), rat anti-GFP (1:500; nakalai tesk), rabbit anti-GFP (1:200; IBL), mouse anti-PCNA 
(1:100; Cell Signaling), mouse anti-Tuj1 (1:500; SIGMA), rabbit anti-Tbr1 (1:100; abcam), 
rabbit anti-DsRed (1:500; Invitrogen), mouse anti-RORb (1:100; PERSEUS PROTEOMICS), 
rat anti-Ctip2 (1:300; abcam), rabbit anti-Cux1(1:200; Santa Cruz), goat anti-Brn2 (1:100; 
Santa Cruz), mouse anti-Prdm16(1:100; 当研究室で作製), rabbit anti-Ki67(1:200; abcam), 
rabbit anti-PH3(1:200; Cell Signaling), mouse anti-Satb2 (1:100; Santa Cruz), Rat 
anti-Bhlhb5(ハーバード大学・Ross 博士より分与)。 
	 使用した2 次抗体を以下に記す: Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies 488, 594, 647 
(1:1000; Invitrogen)  
 
2-4. 使用したプラスミド  
2-4-1. Prdm8 発現ベクタ  ー  
	 Prdm8 発現ベクターは、マウス Prdm8 の全長 cDNA クローン (ID: 96300445H02) を
FANTOM (Functional Annotation of the mouse) より入手し、全長 cDNA よりコーディング領
域を、Takara LA Taq DNA polymerase (Takara) を用いて増幅し、pCAG-FLAG-IRES puro 
(NRI) ベクターのEcoRI サイトへサブクローニングすることによって構築した。  
 
2-4-2. Prdm16 発現ベクタ  ー  
	 Prdm16 の過剰発現ベクターは、Addgene で購入したpcDNA3.1 PRDM16 ベクターを鋳型に




る塩基配列を調べ、N 末端のPR ドメインを欠いたPrdm16ΔPR、C 末端のZF ドメインを欠い
たPrdm16ΔcZF の配列をPCR で増幅後、それぞれpCAG-FLAG-IRES puro ベクターへサブク
ローニングすることで構築した。 
 
2-4-3. shRNA 発現ベクタ  ー  
	 Prdm8 に対する短鎖ヘアピン RNA (short hairpin RNA: shRNA) 発現ベクターは
pSUPERpuro ベクターに標的配列 (#629) を導入して作製したものを使用した(当研究室で作





2-5. 子宮内エレクトロポレーションによる胎仔脳への遺伝子導入  
	 胎齢12.5~14.5 日目の妊娠 ICR マウスを、ネンブタール（第日本住友製薬）の服腔内投与で麻
酔を施した後、腹部下部を切開し、子宮を取り出した。トレーサーとしてFast Green を加えた
DNA 溶液を、ガラスキャピラリーを用いてマウス脳室側脳へ注入した。子宮の外側から電極 
(CUY 650-5) をあて、CUY21 in vivo EDIT 遺伝子導入装置 （ネッパジーン） を用いてエレク
トロポレーション (voltage: 32~35V, 50msec パルスを発した後に950msec パルスを止め、これ
を５回繰り返した) を行った（図2）。腹部は縫合し、胎仔を回収する時期まで通常通り飼育した。 
使用したDNA 溶液中のベクターと濃度は以下の通り。 
pCAG-Flag-IRES puro(NRI), pCAG-Flag-Prdm8 full, shPrdm8(#629), pCAG-Flag-Prdm16, 
shPrdm16 GFP Neo（カリフォルニア大学・梶村博士より分与）: 2.5µg/µl 




	 神経細胞の形態分類は、典型的な放射状多極性形態を multipolar 細胞(［MP］)、その他の単
極性（unipolar）、双極性（bipolar） それ以外の細胞（undefined）細胞(［UP/BP/undifined］)
として二分類し、計数した。また、導入されたGFP 細胞の位置は、脳室側から表層までを10 等
分、または5 等分し、GFP 陽性細胞全体における割合(%)をBin として算出した。 
 
2-6. EdU ラベル 
	 生体内大脳皮質における 5’-エチニル-2’デオキシウリジン（EdU）ラベルには、EdU Kit 
(invitrogen) を使用した。EtOH に希釈したEdU をマウス腹腔内に注射(12.5mg/kg EdU)し、数
日間維持した。解剖後作製した切片を使用して、 プロトコールに従ってEdU の検出を行った。 
 
2-7. 大脳皮質神経細胞の分散  
	 胎齢13.5 日目のマウス胚を取り出し、PBS (-) で洗浄後、終脳胚外側部を切り出しNPC 培地
へ移した。組織片にTripLE Express (GIBCO) を加え、37˚C の湯浴で3 分間インキュベートし
た後、DNase (SIGMA) (20U/mL) を含んだDMEM Ham’s/F12 (DMEM+DNase) を加えて穏
やかに懸濁後、400 g で3 分間遠心し、回収した細胞をニューロスフェア(Neurosphere: NS)培地、
あるいはACM 培地で再懸濁した（2-12、2-16 に記載）。 
 
2-8. FACS を用いた細胞の選別  
	 細胞の選別は、BD FACS Aria	 Ⅱ Cell sorterを用いて行った (同志社大学・生命医科学部) 。 
遺伝子未導入の神経前駆細胞をネガティブコントロールとし、GFP 陽性細胞をTRIzol（ambion）
に回収後、RNA を精製した。  
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2-9. RNA の抽出と cDNA の合成 
	 細胞および脳組織のTotal RNA は、TRIzolに回収した細胞および組織から、RNeasy Mini kit 
(QIAGEN)を用いて抽出後、Bio Photometer Plus （Eppendorf）を使用してRNA 濃度と品質
をチェックした。抽出した RNA 400ng~1µg を鋳型として、Quick RT transcripton Kit 
(QIAGEN)の試薬を用い、マニュアルに従ってゲノムDNA の除去と cDNA 合成を行った。 
 
2-10. DNA マイクロアレイ 
	 Total RNA を使用したマイクロアレイによる発現遺伝子の網羅的解析は、3’IVT-Express Kit 
according to manufacturer’s instructions (Affymetrix)に従って行った。マウス遺伝子の39,000
プローブを含むカートリッジ(Mouse Genome 430 2.0) にハイブリダイズして、網羅的に発現解
析を行った。得られた結果は Expression Analysis Technical Manual (Affymetrix)に従って、
Genespring を用いて解析した。 
 
2-11. Neon を利用した神経前駆細胞への核内遺伝子導入  
	 神経初代培養細胞および P19 細胞への遺伝子導入は、NeonTM Transfection System (Life 
Technologies)を用いてマニュアルに従って行った。遺伝子導入には#21（voltage: 1300v, width: 
10ms, pulses: 3pulses）の条件を使用した。 
 
2-12. ニューロスフェアの培養  
	 遺伝子導入した神経初代培養細胞を、bFGF を含むNS 培地で希釈し、100mmφ dish に播い
た。その後、37˚C、5%CO2環境下で培養した。 NS 培地の組成は以下の通り。DMEM Ham’s /F12 
(GIBCO) 、N2 supplement (Invitrogen) 、B-26 without VitaminA supplement (Invitrogen) 、
PC-SM (50U/ml)、Heparine Na (ナカライテスク) 、FGF (10ng/ml) 、EGF ( 20ng/ml)  
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2-13. Real-time PCR によるRNA の比較定量 
	 定量 real-time PCR は SYBR green (SYBR Premix Ex TaqII, Takara) と  TP850 
Real-Time PCR System (Takara)を用いて行った。使用した Primer の配列は以下の通り。
GAPDH を内在性のRNA 量のコントロールとして補正を行った。 
GAPDH FW: AAACCCATCACCATCTTCCAG 
GAPDH RV: AGGGGCCATCCACAGTCTTCT 
Prdm8 FW: TCCCAGAGAACGCCATATTC 
Prdm8 RV：TTATCTCGGGCTGATTGGAC 
Unc5d FW: CACCAGGGCTGACCATAAC 
Unc5d RV: TCCATTCACGTAGACCACC 
Calb2 FW: TCCAGGAGTACACCCAGACC 
Calb2 RV: GGCGTCCAGTTCATTCTCAT 
Nhlh2 FW: GAAGAGCCAAGAAGCCACAC 
Nhlh2 RV: AAAGGGCTTGTGGTGAAATG 
Ebf3 FW: GCACAACAATTCCAAACACG 
Ebf3 RV: GGGGTTATCAGCTCACTCCA 
Nrp2 FW: GCTGATCTTGGCACTCGTTG 
Nrp2 RV: TGGGCACTTCTCTCCTCCTT 
Epha6 FW: TTTCTTCTTGCCCCTGCTAA 
Epha6 RV: GCCAGTTGTTCTGGTTTGGT 
 
2-14. クロマチン免疫沈降 (ChIP)とChIP シークエンス  
	 胎齢16.5 日目のマウス胎仔脳細胞を分散し、PBS で洗浄後、10%FBS を加え、ホルムアルデ






	 BACPAC Resource Center, Children’s Hospital Oakland Research Instituteより、Prdm8
遺伝子座領域を含むBAC (bacterial artificial chromosome) (Clone ID: RP23-463H17) を購入
し、Red/ET Recombination 法 (Copeland et al., 2001) に従い、ノックアウトマウスの作製を行
った。 
 
2-15-1. ES 細胞の培養 
	 ES 細胞の培養には、Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) (SIGMA) に15%ウシ胎児
血清、非必須アミノ酸、2-メルカプトエタノール、PC-SM を加えた培地を使用した。 
 
2-15-2. ES 細胞Prdm8 遺伝子上流へのターゲティング  
	 RP23-463H17 を鋳型としてPCR を行い、Prdm8 遺伝子の第2Exon 内に loxP-Neo 配列を挿
入するようデザインした、Prdm8 ターゲティングベクター1 を作製した。ターゲティングベクタ
ーは制限酵素処理によって線状化し、マウスES 細胞M1 (B6/129) (理研免疫・アレルギー科学総
合研究センター・古関明彦博士より分与) にエレクトロポレーション法によって導入した。ES
細胞は実効値150µg/mlのG418 (ナカライテスク) によって薬剤選択を行った。1 週間後得られ
たコロニーを回収し、サザンブロット法によって目的とした領域で相同組み換えが行われている
クローンの解析を行った。(Prdm8_SB1 プローブ使用)  
 
2-15-3. サザンブロッティング  
	 薬剤選択後回収したコロニーを培養し、増殖した細胞を終濃度40µg/mlのProteinase K (ナカ
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ライテスク) を含むSalting Method solution (20mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 400mM NaCl, 
0.5%SDS) に懸濁し、56˚C で一晩加温した。フェノール/クロロホルム抽出後にエタノール沈殿
を行い、ゲノムDNA を回収した。ゲノムDNA はEcoRI で、37˚C で一晩制限酵素処理を行い、
0.8%アガロースTAE ゲルで泳動、分離を行った。ゲルは蒸留水でリンスし、0.25N HCl溶液に
移して30 分間振とうした。ゲルを蒸留水でリンスし、0.4N NaOH 溶液へ移してさらに20 分振
とう後、0.4N NaOH でナイロン膜 (Paul) に転写した。膜は2×SSC で洗浄後、80˚C で2 時間
加熱し、DNA を固定した。ナイロン膜はプレハイブリダイゼーションバッファ  ー (50%ホルムア
ミド, 5×SSCPE, 1×デンハルト液, 0.5mg/ml サケ精子DNA, 1×SDS) で1 時間、42˚C でプレハ
イブリダイゼーション後α-32P-dCTP で標識したプローブ液 (50%ホルムアミド, 5×SSCPE, 1×
デンハルト液, 0.2mg/ml サケ精子DNA, 1×SDS, 100mg/mlデキストラン硫酸ナトリウム)で、
42˚C で一晩ハイブリダイゼーションを行った。その後 0.1%SDS を含む 2×SSC を用いて 65˚C







2-15-4. ES 細胞のインジェクション  
	 得られたES細胞のクローンを定法にて ICRマウスの8細胞へのインジェクションを行い (京
都大学ウイルス研究所・マウス作製支援チーム) 、キメラマウスを得た。最もキメラ率の高かっ
たES 細胞 line (#4-359) を用いて、以下の操作を進めた。  
 
2-15-5.  Adeno-Cre によるNeo 耐性遺伝子の欠失  
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 #4-359ES 細胞を ES 培地中で 37˚C、６時間培養後、回収して新たな ES 培地に再懸濁し、
Adeno-Cre ウイルスを加え、さらに1 時間37˚C で培養した。その後ES 細胞をプレートに播き、
7 日後コロニーを回収した。サザンブロット法によってNeo 耐性遺伝子が欠失したクローンを選
択（Neo プローブを使用)し、あわせてPCR にて単独の loxP 配列が残っていることを確認した。  
 
2-15-6. Prdm8 遺伝子下流へのターゲティング  
	 Prdm8 遺伝子の第 5 エクソンの下流に loxP-FRT-Neo 配列を挿入するようデザインした
Prdm8 ターゲティングベクター２を作製した。上記と同様に、ターゲティングベクターを制限酵





2-15-7. Blm タンパク質のノックダウン 
	 Blm に対する短鎖ヘアピンRNA（short hairpin RNA: shRNA）発現ベクターは、pSUPER 
retro puro ベクターに標的配列を導入したものを当研究室で作製した。shRNA によるノックダ





2-15-8. ウェスタンブロット法  
	 回収した細胞を、1×PBS (-) で洗浄後、1×SDS サンプルバッファ  ー (50mM Tris-HCl, 2% 
SDS, 10% Glycerol, 5% 2-メルカプトエタノール) に2×105個/ 10µL となるよう懸濁した。サン
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プルは超音波処理後、96˚C のヒートブロックで 5 分間加熱処理した。タンパク質サンプルはポ
リアクリルアミドゲルで泳動分離後、ニトロセルロース膜へ転写した。その後、膜をポンソーS 
(Sigma) で染色し、各レーンのタンパク質の量を確認した。ブロッキングはブロッキングバッフ
ァ  ー (1×TBS, 0.01%Tween, 5%スキムミルク) で、4˚C で一晩また室温で1 時間行った。一次抗
体はTBST (1×TBS, 0.01%Tweeen) で希釈し、室温で60 分間反応させた。TBST で洗浄後、二
次抗体はTBSTで希釈し、室温で45分間反応させた。TBSTで洗浄し、HRP化学発光液 (Western 
Blot Chemiluminesence Reagent Plus PerkinElmer) と1 分間反応させ、膜はラップで包み、
LAS-4000 (FUJIFILM) で検出した。使用した一次抗体は以下に示す; Anti-Blm(1: 1000), rabbit 
polyclonal(BETHYL)(1: 1000); Anti-FLAG, mouse monoclonal (SIGMA) (1: 2000) ; 
Anti-Prdm8 (N8506A) (1: 1000) , mouse monoclonal (本研究室で作製) 。 
使用した二次抗体は以下に示す ; HRP-anti-mouse IgG (amarsham) (1: 10000) ; 
HRP-anti-rabbit IgG (amarsham) (1: 10000)。 
 
2-15-9. PCR によるターゲティングクローンのスクリーニング 







さらに 1st screening によって選別されたクローン(15 個)において、目的の領域で相同組み換え
が行われているかどうかを、サザンブロットで確認した  (Prdm8_SB2 プローブ使
用)5.6kb→3.6kb 
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 2-15-10. PCR によるターゲティングAllele の選別 
	 Exon2 間領域にターゲティングされている allele と同側で、Exon５下流がターゲティングさ
れているクローンのみを選別するため、PCR による確認方法を樹立した。得られたコロニーを培
養し、Adeno-Cre 処理から48 時間後に細胞のDNA を回収し、下記のプライマーを用いてPCR
を行った。同じ allele がターゲティングされている場合のみ Exon2~Exon5 の領域が欠失し、
560bp のバンドが増幅された。9/15 クローンでバンドが検出された。 
pl451-2479F: TAGAGCTTGGAACCCTTC  
H17-41220F:ACAAAAGCCCTACCTTCGCCCC  
 
2-15-11. ES 細胞のインジェクション  
	 以上の操作により、Prdm8 Exon2 内に loxP 配列を含み、Exon5 下流に loxP-FRT-Neo-FRT
配列が挿入された ES 細胞の中から、4 クローンを選出した(#21、#28、#118、#443)。ES 細胞
のクローンを上記と同様に ICR マウスの8 細胞へのインジェクションを行い、キメラマウスを得
た。 
 
2-15-12. VASA-Cre マウスとの交配 
	 4 つのES 細胞クローンをインジェクションしたマウスのうち、キメラ率の高かった#443 およ
び#11 のマウスを用いて、それらの♂マウスと、生殖細胞でCre を発現するVASA-Cre マウス（テ
キサス大学・Sonthwestern Medical CenterのDiego H. Castrillon 博士より分与）の♀マウスを
交配し、Prdm8 の Exon2~Exon5 の領域が欠損した allele を持つヘテロマウス(Prdm8+/-)を得





	 脳組織からのタンパク質の抽出には、抽出液としてNE1(10mM Hepes pH7.9, 1.5mM MgCl2, 
10mM KCl)およびNE2(20mM Hepes pH7.5, 1.5mM MgCl2, 420mM NaCl, 0.1%NP-40)に
protease inhibitor(Roche: complete tablet)を加えたものを使用した。解剖後、脳組織を直ちに液
体窒素の中で凍結し、-80˚C に保存した。その後組織を解答し、NE1 を加えて、セルクラッシャ
ーを用いて組織を粉砕した。さらに等量のNE2 を加え、液がさらさらになるまで懸濁し、30 分




	 分散した初代神経前駆細胞を、bFGF を含むAttached Neural Progenitor Cells（ACM）培地
で希釈し、コーティング処理をした100mmφ dish に播いた後、37˚C、5%CO2 環境下で培養し
た。Dish のコーティングには、poly-L-Lysine（PLO）を 37˚C で１時間コートした後、PBS で
洗浄し、Fibronectin で3 時間コートした。ACM 培地の組成は以下の通り。DMEM Ham’s/ F12 
(GIBCO) に PC-SM (GIBCO 10,000U/ml) (50U/ml) 、transferrin (100µg/ml) 、insulin 
(25µg/ml) 、progesteron (20nM) 、Na Selenite (30nM) 、Putrescine (60µM) 、FGF (Invitrogen) 




	 Neurogenin2(Ngn2)および NeuroD1 遺伝子のプロモーター活性の検出には、Ngn2-luc およ






ガラス針を用いて注入した（B）（Saito and Nakatsuji, 2001より抜粋）後、脳を電極で挟み、電気穿孔法によ
って大脳皮質の目的の領域に遺伝子を導入する（C）。 
 
2-17-2. PEI を用いたNeuro2a 細胞への遺伝子導入 
	 神経細胞株Neuro2a 細胞への遺伝子導入には、ポリエチレンイミン（PEI）（Polyscience Inc.）
を用いた。Neuro2A 細胞を3x105個づつ24well plate に播き、24 時間後に遺伝子導入し、48 時
間に解析した。遺伝子導入した細胞をPBS で洗浄し、1x Passive Lysis Buffer を加え、室温で
15 分間撹拌した後、細胞の溶解液を回収した。細胞溶解液を 4˚C 10000rpm で 10 分間遠心し、
上清を回収してレポーターアッセイのサンプルとした。 
 
2-17-3. ルシフェラーゼアッセイ  
	 アッセイは、Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega) のプロトコールに従って行
った。各種のベクターと同時に、遺伝子導入効率のコントロールとして pRL-TK を導入した後
48 時間の サンプルを回収した。蛍光の検出はDual-Luciferase Reporter Assay System のマニ












や海馬で特異的に発現することが報告されている(Komai et al., 2008)。中でも、私は発生期大脳
皮質においてPrdm8が未分化な細胞が存在する脳室帯（VZ）および脳室下帯（SVZ）では発現
が抑制されている一方で、細胞周期を離れたpost-mitotic な分化過程の細胞において、限られた










分化過程を経ることが知られている（Bradley et al., 2007; Nadarajah et al., 2001）。Prdm8が
このような多段階の分化過程のどのステップにおいて発現しているのかをより詳細に調べるた
め、特に胎齢 15.5 日目のマウス大脳皮質に着目し、抗Prdm8 抗体(当研究室で作製)を用いて大
脳皮質の特定の細胞で発現する分子マーカーと共染色することで、発現細胞を比較した（図






















	 これらの結果から、胎齢 15 日前後の大脳皮質では、中間帯における位置に応じて、つまり、
多極性形態期の分化過程のステップに応じて、Prdm8の発現レベルが変化することが示唆された






























クダウン; 51.0±1.6% 、コントロール; 43.9±2.6%）（図3-6D）。 
	 また、このような細胞の形態的特徴をより詳細に観察するために、Cre-loxPシステムを使って









の多極性形態細胞は、Unc5d を発現していないことも明らかになった。（図 3-9E, E’）。一方で、
Prdm8をノックダウンした細胞は、その多くが双極性形態を有して皮質板に侵入している様子が





























ー（第Ⅵ層マーカ :ー Tbr1、第Ⅴ層マーカ :ー Ctip2、第Ⅳ層マーカー、RORβ、第Ⅱ/Ⅲ層マー







































	 更には、マイクロアレイのデータと、Allen Brain Atlasの in situ hybridizationのデータベー
スを照らし合わせ、胎生期の大脳皮質で発現する、後期多極性形態期および最終多極性形態期で
の発現が期待される 10 遺伝子を最終的に選出した（図 3-15A）。これらの遺伝子が mVenus 陽
性細胞で高く発現することは、Real time PCRによる比較定量でも確認された。 
	 Prdm8 がこれらの遺伝子と関連性があるか否かを調べるために、胎齢 14.5 日目の大脳皮質細
胞を初代培養し、Neon（Life Technology）を用いた遺伝子導入法により、コントロールベクタ
ーおよびPrdm8過剰発現ベクターを、GFP発現ベクターと共にそれぞれ細胞に導入し、ニュー
ロスフェア培地で２日間培養後、FACS を用いてGFP 陽性細胞をソートし、RNA を抽出した。



























































































































































































































































態細胞［unipolar: UP/bipolar: BP/ undifined］に分けてその割合を比較した。**p<0.01, 




























遺伝子導入細胞の形態をより明瞭にするため、pCAG-FloxPGFP ベクターと CAG-Cre を同
時に導入し、細胞を単一でラベルした。子宮内エレクトロポレーション法で胎齢 14.5日目に
遺伝子導入後、48時間（A-C）、および 60時間後（D-F）に評価した。Prdm8を過剰発現す
ると、明瞭な多極性形態細胞が増加し（B, B’, E: 矢印）、一方で、Prdm8をノックダウンす



























（C, D）。GFP陽性細胞の位置を Binで示し、全ての GFP陽性細胞に対する割合を算出した
ところ、Prdm8の過剰発現では皮質板より下の領域に GFP陽性細胞が維持されていること、
一方で Prdm8 のノックダウンで皮質板領域の細胞の割合が増加していることが確認された






























図 3-9: Prdm8の過剰発現によって増加した多極性形態細胞は、Unc5dを発現しない 
遺伝子導入後 72時間後の大脳皮質を、サブプレート（SP）および皮質板（CP）の分子マー































細胞が配置されている（F, I）。白線: 100µm 









































































ことが確認された。**p<0.01, *p<0.05, 白線: 100µm 

























図 3-13: Prdm8は、正常な分化運命の獲得に影響を及ぼす 
図 3-12: Prdm8のノックダウンにより、早生まれのニューロンが増加する 
EdU陽性且つ GFP陽性細胞の位置を Binで算出すると、Prdm8のノックダウンによって増
加した早生まれのニューロンが、コントロールと比較してより深層に配置していることが観
察された（D）。*p<0.05, 白線: 100µm 
胎齢 12.5 日目に遺伝子導入し、その２時間後に EdU を腹腔内投与することで、その時期に
細胞周期から離れ、分化に進む細胞をラベルした（A）。EdU と GFP で染色後（B）、GFP










































マーカ （ー第 Ⅵ層: Tbr1;  A-C、
第 Ⅴ 層: Ctip2; G-I、第 Ⅳ 層: 











































図 3-14: Prdm8-mVenusマウスを用いた網羅的発現解析 






























図 3-15: Prdm8はガイダンス分子の発現を抑制する 
mVenus 陽性細胞で高く発現する遺伝子として、複数のガイダンス分子が含まれており、胎


































ノックダウン効率は、western blot で確認した（B）。Prdm8 をコードする Exon2〜Exon5
の領域を loxP配列で挟んだ ES細胞をマウスにインジェクションし、キメラマウスを得た。





































ウスに GFP 発現ベクターを遺伝子導入し、54 時間後に解析した（A, B）。Prdm8 ノックア
ウトマウスでは、野生型と比較して分化が進み、多極性形態細胞が減少した（A’, B’）。［MP］
と［UP/ BP/ undifined］の割合を比較した結果、中間帯（IZ）における［MP］の割合の顕
著な減少が確認された（C）。*p<0.05, 白線: 100µm 
図 3-18: Prdm8ノックアウトマウスでは、細胞の移動と形態変化に異常がみられる 
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表 1. Prdm8-mVenus陽性細胞で顕著に発現する遺伝子 
Gene Symbol Fold Change (mVenus+/-) Gene Title Genbank 
Hbb-y 13.80 hemoglobin Y, beta-like embryonic chain BC057014 
A930038C07Ri
k 
8.64 RIKEN cDNA A930038C07 gene BC047154 
Calb2 8.62 calbindin 2 BC017646 
Grp 7.30 gastrin releasing peptide BC024515 
Fam163a 6.72 family with sequence similarity 163, member A BC116972 
Ifi203 6.37 interferon activated gene 203 AF022371 
Crym 6.22 crystallin, mu AF039391 
Rgs4 5.48 regulator of G-protein signaling 4 DQ346660 
Crabp1 4.98 cellular retinoic acid binding protein I X15789 
Reln 4.95 reelin U24703 
Trp73 4.65 transformation related protein 73 BC066045 
Gabra2 4.44 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit alpha 2 M86567 
Rerg 4.23 RAS-like, estrogen-regulated, growth-inhibitor BC026463 
Nr4a3 3.91 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 BC068150 
Nhlh2 3.89 nescient helix loop helix 2 BC058413 
Slit3 3.85 slit homolog 3 (Drosophila) BC150780 
5330417C22Rik 3.84 RIKEN cDNA 5330417C22 gene BC051424 
Ppp2r2c 3.82 protein phosphatase 2 (formerly 2A), regulatory subunit B (PR 52), gamma isoform BC059811 
Rit2 3.82 Ras-like without CAAX 2 BC018267 
S100a10 3.76 S100 calcium binding protein A10 (calpactin) BC025044 
Mab21l1 3.58 mab-21-like 1 (C. elegans) AF228913 
Cacna2d2 3.52 calcium channel, voltage-dependent, alpha 2/delta subunit 2 BC158058 
Ebf3 3.48 early B-cell factor 3 BC067018 
Car10 3.42 carbonic anhydrase 10 AB080741 
Tuft1 3.38 tuftelin 1 BC019213 
Mical2 3.35 microtubule associated monoxygenase, calponin and LIM domain containing 2 AK220353 
Cpne4 3.31 copine IV BC043087 
Tacr3 3.29 tachykinin receptor 3 BC066845 
St6galnac5 3.26 ST6 (alpha-N-acetyl-neuraminyl-2,3-beta-galactosyl-1,3)-N-acetylgalactosaminide 
alpha-2,6-sialyltransferase 5 
AB028840 
Epha6 3.26 E  receptor A6 U58332 
Hcn1 3.23 hyperpolarization-activated, cyclic nucleotide-gated K+ 1 AF028737 
Cryab|Hspb2 3.23 crystallin, alpha B | heat shock protein 2 BC094033 
Olfml2b 3.22 olfactomedin-like 2B BC025654 
Rcan2 3.21 regulator of calcineurin 2 BC049096 
Pcdh20 3.18 protocadherin 20 BC079605 
Plxnd1 3.12 plexin D1 AY688678 
Lhx5 3.00 LIM homeobox protein 5 U61155 
Pde1a 2.99 phosphodiesterase 1A, calmodulin-dependent BC090628 
Slc7a8 2.99 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 8 BC059004 
B830028B13Ri
k 
2.97 RIKEN cDNA B830028B13 gene BC158077 
Cacna2d3 2.96 calcium channel, voltage-dependent, alpha2/delta subunit 3 CR457444 
Fam70a 2.94 family with sequence similarity 70, member A BC062956 
Nrp2 2.94 neuropilin 2 AF483506 
Zfp385b 2.92 zinc finger protein 385B BC132352 
Pappa2 2.84 pappalysin 2 BC104644 
Clstn2 2.84 calsyntenin 2 BC063058 
Cck 2.81 cholecystokinin BC028487 
Stxbp5l 2.81 syntaxin binding protein 5-like AY542324 
Sphkap 2.80 SPHK1 interactor, AKAP domain containing BC069832 
Gabbr2 2.78 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 AF095784 
Lhx1 2.77 LIM homeobox protein 1 BC092374 
Chrna7 2.77 cholinergic receptor, nicotinic, alpha polypeptide 7 L37663 
Mctp1 2.77 multiple C2 domains, transmembrane 1 BC030005 
Mgat4c 2.73 mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase, isozyme C 
(putative) 
BC046987 
Nrip3 2.73 nuclear receptor interacting protein 3 BC072641 
1810041L15Rik 2.70 RIKEN cDNA 1810041L15 gene BC062953 
Lhx9 2.68 LIM homeobox protein 9 BC072623 
Ache 2.66 acetylcholinesterase BC046327 
Slc4a4 2.63 solute carrier family 4 (anion exchanger), member 4 AF141934 
Nrxn1 2.62 neurexin I BC047146 
Shisa6 2.62 shisa homolog 6 (Xenopus laevis) NM207386 
Opcml 2.60 opioid binding protein/cell adhesion molecule-like BC076581 
Spock2 2.58 sparc/osteonectin, cwcv and kazal-like domains proteoglycan 2 BC057324 
Dnajc6 2.57 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6 BC060734 
Chrm3 2.56 cholinergic receptor, muscarinic 3, cardiac BC129892 
Fabp3 2.55 fatty acid binding protein 3, muscle and heart BC089542 
Timp3 2.54 tissue inhibitor of metalloproteinase 3 BC014713 
Adora1 2.52 adenosine A1 receptor BC079624 
P2rx5 2.50 purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 5 AF333331 
Sv2b 2.49 synaptic vesicle glycoprotein 2 b BC060224 
Fosl2 2.49 fos-like antigen 2 BC065131 
Camk2b 2.48 calcium/calmodulin-dependent protein kinase II, beta BC080273 
Tbata 2.48 thymus, brain and testes associated AF257502 
Cdkn1a 2.44 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) BC002043 
Prdm8 2.43 PR domain containing 8 BC141020 
Barhl2 2.43 BarH-like 2 (Drosophila) BC078444 
Wbscr17 2.43 Williams-Beuren syndrome chromosome region 17 homolog (human) BC158110 
Zdhhc23 2.42 zinc finger, DHHC domain containing 23 BC139052 
Edil3 2.42 EGF-like repeats and discoidin I-like domains 3 BC056386 












4-1. Prdm8 の発生期大脳皮質における役割について 
4-1-1. Prdm8 は発生期マウス大脳皮質の終期多極性形態細胞を調節する 
	 Prdm8 の詳細な発現解析から、Prdm8 は胎齢 15 日前後のマウス大脳皮質において、中間帯
の中央部から上部にかけての多極性形態細胞で特異的に発現することが明らかになった。さらに
は、Prdm8 のレポーターマウスを用いた詳細な発現解析から、Prdm8 の発現の強弱は、中間帯
中央部で優先的に発現する Unc5d の発現の強弱と相補的であることが分かった。Unc5d は
Netrin の受容体であり、Netrin は軸索の誘因・反発関わる軸索ガイダンス分子である 
(Yamagishi et al., 2011)。近年の研究で、多極性形態期には中間帯における位置と相関して、多
段階の分化ステップが存在しており、それぞれの段階において、異なる分子マーカーを発現する
ことが示され、Unc5d は後期多極性形態細胞を特徴づける分子マーカーとして報告されている
（Miyoshi and Fishell, 2012）。本研究では、Unc5d の発現が減弱し、Prdm8 の発現が優勢にな
った中間帯上部の多極性形態細胞を、双極性細胞に変化する直前の段階と考え、「最終多極性形
態期の細胞」として分類した。また、発現解析で明らかになった Prdm8 と Unc5d の関係性は、










の変換過程には多くの分子が関与することが報告されており、例えば、Cdk5（Ohshima et al., 
2007; Kawauchi et al., 2010）、FilaminA（Nagano et al., 2002）、LIS1（Tsai et al., 2005）、Dcx





























るなどの方法や（Ayoub et al., 2011; Kang et al., 2011; Oeschger et al., 2011）、レポーターマウ
スの大脳皮質細胞を選別することで、発現遺伝子プロファイルを比較する方法が数多く報告され
ている（Okaty et al., 2009; Cameron et al., 2012）。本研究では、当研究室で作製した胎齢15.5
















4-1-5. Prdm8 の転写複合体としてのBhlhb5  
	 Prdm8は転写抑制因子であるBhlhb５と複合体を形成し、多数の遺伝子の転写制御によって、
生後の神経ネットワークの形成に寄与しており、またBhlhb5のノックアウトマウスでは、Prdm8
の発現が亢進することが報告されている(Ross et al., 2012)。当研究室で行った胎齢15.5 日目の
マウス終脳細胞の Prdm8 の ChIP シークエンスの結果（データ未掲載）と、Ross らの Bhlhb5















4-1-6. Prdm8 ノックアウトマウスの表現型 




近年の研究で、Dcx や LIS1 といった発生期ニューロンの多極性形態期の移動過程に影響を及ぼ
す遺伝子の変異が、生後のてんかんや精神遅延などの神経疾患発症の原因となりうることが報告


















4-1-7. Prdm8 の機能性ドメイン 
	 PR ドメインは元来ヒストンメチル化酵素である SET ドメインと高い相同性を持つことから、
新規のヒストンメチル化酵素ではないかと考えられてきた（Huang et al., 1998）。しかしながら、
PR ドメインファミリーの中には、ヒストンメチル化活性を持たないものも多く存在し、これら
の多くは、ZF ドメインを介して他のタンパク質をリクルートし、転写制御因子として発生や細
胞の分化を制御することが知られている（Hohenauer and Moore., 2012）。Prdm8 はPR ドメイ




は、これまでに PR ドメインを欠いた一部欠損型の Prdm8 を発現する変異マウス(Prdm8ΔPR)




4-1-8. Prdm8 の更なる機能解析に必要なこと 
	 本研究では、Prdm8 の機能を調べるために、胎齢 12.5 日目と 14.5 日目のマウス大脳皮質に










4-1-10. Prdm8 ノックアウトマウスの疾患モデルとしての可能性 
	 ヒトPRDM8 の変異が運動性ミオクローヌス（ラフォラ病）というてんかんの原因となること









4-2. 複数のPR ドメインタンパク質による多極性形態期の統括的な制御機構 
	 発生期の大脳皮質において、複数の PR ドメインタンンパク質ファミリ (ーPrdm8、Prdm16、













4-2-2. Prdm12 の働き 










て働くことが知られている（Kageyama et al., 2008）。PR ドメインファミリーも、お互いを制御
し、また下流因子を制御し合うことで、一連の複雑な多極性形態期の多段階の分化ステップを制
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